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金沢大学医学部医学科内科学第三 講座 (主任: 松 田 保教授)
白 幡 浩 樹
新規 マ イ ト マ イ シ ン C (mito mycin C, M M C)誘導体の 7-N-[2-[t2-(γ 心 グ ル タ ミ ル ア ミ ノ)- エ チ ル】ジ チ オ】エ チ ル]- マ イ ト
マ イシ ン C (7-N-[2-[[2-(γ -IJgluta myla min o)-ethyl]dithio】ethyl]
- mito mycin C, K W
12149) に対す る非小細胞肺痛 の 耐性機序を明
ら か に する た め , ヒ ト肺腺痛由来の 細胞株P C-9 を親株 と してⅠ(W-2149 に持続接触 さ せ る こ と に より K 恥2149耐性株を樹立 し
て P C-9/K W と命名 した . 抗癌共感受性試験 に よ る 50 %増殖抑制濃度(IC5(,)を 比較す る と, P C-9/K W は K W-2149 に対 して9･1
倍の 耐性度を示 し た. さら に, P C-9/K W は, M M C, 新規 イ ン ドロ キ ノ ン 系抗腫瘍物質3一 水酸 化 メ チ ル ふ ア ジリ デ イ ニ ル ー1- メ
チ ル ー2-(甘イ ン ド ー ル ー4,7イ ン デ ィ オ ン)- プ ロ ペ ノ
ー ル
,
エ ト ポ シ ド, ア ドリ ア マ イ シ ン , シス プラ チ ン , イ リ ノ テ カ ン の 代 謝
活性体7- エ チ ル ー10水 酸化 カ ン プト テ シ ン に対 して 交差耐性を示 し た. D T ジ ア ホ ラ
ー ゼ (D
′
トdiaphor a se, D TD) 活性は , PC-9
の 759 ± 48n m ol/ 分/mg 蛋白 に対 し, P C-9/K W で は478± 114n m ol/ 分/m g 蛋白 に低下 して い た が , DT D阻害薬の ジク マ ロ
ー ル (dic u m a rol, DI C)処理 に よ っ て, KⅣ -2149 に対す るP C-9/m のIC封,は43.2± 4･5 /LM か ら24･0± 9･6 /1M に低下 し感受性
が有意 に克進 した . P C-9/K Ⅳ に おい て グ ル タチ オ ン 鹿1utathio n e, GS H) 含量 は有意 に増加 し, グ ル タ チ オ ン ー S
- トラ ン ス フ エ
ラ ー ゼ 鹿1utathio n e-SAtr an Sfer as e, GS T) 活性は有意 に低下 して い たが , 両細胞株 とも G S H合成阻害薬 の プ チ オ ニ ン ス ル フ ォ キ
サ ミ ン処 理や , G ST 阻害薬 の ユ タ ク リ ン 酸処理 に よ っ て K W-214 9 に対す る感受性 は変化 しな か っ た ･ 細胞 内薬物蓄積量 は,
P C_9/K W で はP C-9の 63 % に有意に低下 し て い た . しか し, ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法で は, 薬剤排出ポ ン プ で ある P糖蛋白と多
剤耐性関連蛋白は , い ずれ の 細 胞株 に お い て も発現 は認め ら れ な か っ た . また , D IC処 理 に よ っ て P C-9/K Wの K W-2149細胞
内蓄積量 は有意 に1.6倍 に増加 し た. P C-9/K W lこお け る耐性機序 と し て, K 酢2149の 細胞内蓄積量 の 低下 が 重要である ことが
結論 され た. さ ら に, DIC が D T D と無関係 にそ の 耐性機構 を部分的に解除す る こ と が 明ら か と な っ た ･
Ⅹey w o rds K W-2149, mito mycin C,dic u m arol, n O n
-S m allc elllu ng ca n c er, drugre Sista n ce
マ イ トマ イ シ ン C (mito mycin C, M M C) は , 非小細胞肺癌 に
対 して 単利で有効な数少な い 抗痛薬 の 一 つ で あ る. M M C が細
胞毒性 を発揮す る に は , 細胞 内で 還元 を受け活性化 さ れ る必要
があ る , そ の 還元反応を媒介する酵素 と し て, D T｣ジ ア ホ ラ ー
ゼ (D T diapho r as e, D T D), N A D P H- チ トク ロ
ー ム P-450還元酵
素, N A DIi- チ トク ロ ー ム ∂β還元酵素, キサ ン チ ン 酸化酵素, キ
サ ン ナ ン 脱水素酵素な どが 知 ら れ て い る
1)■一椚
. ま た, グル タチ
オ ン 短1utath io n e, G S H), グル タ チ オ ン ー S- ト ラ ン ス フ ェ ラ M ゼ
短Iutathio n e-S-tr an Sfe r as e, G ST) な どの 細胞内薬剤代謝機構 は,
M M Cの 不活性化 に関与 して い る11)卜 13)
7-N-【2-【【2-(γ 心 グ ル タ ミ ル ア ミ ノ)エ チ ル】ジ チ オ】エ チ ルトマ
イ ト マ イ シ ン C (7-N-[2-[t2-(γ -I. rgluta mylamin o)一 ethyl]dithio]
ethyl]- mito mycin C, K Ⅳ-2149) は 7位 に γ -IJ グ ル タ ミ ル シ ス タ
ミ ン を有す る水溶性 の 新規 の M M C誘導体 であ る14)15)(図1).
K W｣2149 は, 固形痛 に対 して M M Cと 同程度の 幅広 い 抗腫瘍 ス
ペ ク トラ ム を示 し
15)~～17)
, より 強い 抗腫瘍活性を示す
16) 21)が , 骨
髄抑制 は M M C より軽度であり
17)22)2:i)
, 肺癌化学療法 に有望な抗
癌藻 である . ヨ ー ロ ッ パ に お い て 臨床試験中であり , 日本でも
非′J､細胞肺癌な どに お い て 臨床試験が計画さ れ て い る
24)
･
Ⅳ 2149 は, ア ドリ ア マ イ シ ン 耐性株, シ ス プ ラ チ ン 耐性軌
M MC耐性株 に対 し て 交差耐性 を有 し な い と す る 報告が多
い 5)1封1 5ト 1 冊 2 5). 当教室の Shibata ら
25)は , M M C耐性非小細胞肺
病細胞株 P C-9/M C 2, P C-9/M C 4を樹 立 し, D TD が M M C活性
化機構 にお い て 最も重要 な役割 を果 た して おり , D T D活性の
低下 して い る M M C耐性株 にお い て K Ⅳ-2149 は交差耐性を示さ
な い こ と か ら, K Ⅳ-2149は M M Cの 誘導体 であるもの の , その
活性化 に は D T D は関与 し て い ない と 報告 し た.
一 方 , GSIi と シス テ イ ン がⅠ( W-214 9の 抗腫瘍効果 を増強す
ると の 報告22)や ヒ ト血 祭 に よ り活性化 さ れ や すい との 報告
26)も
ある . しか し, K Ⅳ-2149の 感受性を規定す る因子 に つ い て, 詳
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K W-2149耐性非小細胞肺癌株 の 耐性機構
掛まなお不明であ る ･ 著者 は非小細胞肺癌株を 馴
-て 灯肌2149
酬生株を樹立 し, そ の 耐性櫻構に つ い て検討 した ･
材料 お よ び方法
Ⅰ . 試 薬
RP M I164 0培地お よ び リ ン 酸緩衝生理食塩水 (c alciu mイr e e
and m agn esiu m
-fre eDulbe c co.s pho sphate-bu茸e red s alin e, P B S)
bH 7.4)は ニ ッ ス イ 薬品工 業(東京) より購入 した ･ ウ シ胎児血
清は三光純薬工 業(東京) より購 入 した･ M MC, K恥2149,
3Ii-
Ⅳ 2149, ア ドリ ア マ イ シ ン お よ び3水 酸化 メ チ ル ー5- ア ジ リ デ
ィニ ル ー1- メ チ ル ー2-(牲 イ ン ド ー ル ー4,7- イ ン デ ィ オ ン)- プ ロ ペ ノ
ー
ル (3-hydro xym ethyl-5-a Ziridinyl-1- m ethyl-2-(H-indole -4,7-
indio n e)-pr Ope n Ol,E O 9)は 協和発酵工業(東京)より供与を受け
た. シス プ ラ チ ン お よ び エ トポ シ ドは 日 本化薬(東京) より, 7-
エ チ ル ー1 0水 酸 化 カ ン プ ト テ シ ン (7- etbyl-10
hydro xyca mptothe cin ,S N
-38) は ヤ ク ル ト (東京) より, そ れ ぞ
れ倶与を受けた . ジ ク マ ロ ー ル (dic u m ar ol, D IC), ツ イ ー ン 20,
ジメチ ル ス ル フ ォ キ シ ド (dim ethylsulfo xide, D M S O), ス ク ロ
ー ス は和光純薬工業 (大阪)より購 入 した . 他 の 試薬ほ 特記 し
ないか ぎりSigm aChe mic al(St. Lo uis, U S A) より購 入 した .
Ⅰ . 細 胞 株
ヒ ト非小細胞肺癌株P C-9 は, 東京医科大学早 田義博博士 ら
によ っ て肺腺痛 の 患者 か ら樹立 さ れ た もの を供与 さ れ た. 培養
は10 %の 非働化 した ウ シ胎児 血清, 100〃 g/mlの ス ト レ プ ト
マ イシ ン , 100単位/mlの ペ ニ シリ ン を加 えた R P M I1 64 0培地
(以 下 , 培 養 液 と 記 載す る) を用 い , 3 7 ℃, 湿 潤 , 5 %
C O2/95 %空気 の 条件 下 で 行 っ た . P C-9の K W-2149耐性株 は,
以下に示す方法で分離, 樹 立 した . すなわ ち, K Ⅳ-2149 を0.01
pg/ml加 えた培養液中で P C-9を培養 し, 継 代 した , P C-9と 同
様な状態で継代可能と な っ た 後, 培養 液中 の K W-214 9浪度を
0.03〃g/ml に上げ, 薬剤暴露開始 か ら約4 か月後 に, こ の 濃度
で継代可能と な っ た 細胞 を得 た . こ の 細胞 を96穴の マ イ ク ロ
プレ ー ト に蒔き, 薬剤 を含ま ない 培養液で培養 し, 増殖の 良好
な細胞を選別 した . こ の 耐性株をP C-9/K W と した. P C-9/K W
はK W-2149 を0.03
′
′ノ g/ml加 えた 培養液で 1年間培養 し, 実験
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ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法 の 際 に, P糖蛋白 の 陽性 コ ン ト ロ ー ル
と して ヒ ト慢性骨髄性白血病 の 急性転化細胞株の ア ドリ ア マ イ
シ ン 耐性株である K 562/〟7,(癌研究会癌化学療法セ ン タ ー , 東
京, 鶴尾 隆博 士 よ り供与) を , 多剤耐性関連蛋白 (m ultidr ug
r e sitan c e- a S SO Ciated protein, M R P) の 陽性 コ ン トロ ー ル と して
ヒ ト前骨髄球性白血病細胞株の ア ドリ ア マ イ シ ン 耐性株である
E L 60/A D R28) (金沢大学医学部医学科小児科学講座 , 小 泉晶 一
致授 よ り供与) を用 い た .
Ⅱ . 増殖曲線と倍加時間
4,0 0細胞/mlの 濃 度に 調整 し た単細胞浮遊液を , 底面積2 5
c m
2の プ ラ ス チ ッ ク 培養フ ラ ス コ (F alc o n, Fr anklin Lakes, U S A)
に10mlず つ 分注 し , 12 日間まで 培養液 の 交換を行 わず に培養
し た . 培養 開始3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 12 日後に単細胞を回
収 し, 0.3 % トリバ ン プ ル ー で 染色 し, 非染細胞を生細胞 と し
て 血 球計算板 で算定 した . 各細 胞1日 に つ き3 フ ラ ス コ ず つ の
生細胞数を算定 し, そ の 平均値 を求 めて 片対数 グラ フ に記入し,
対数増殖期 の グ ラ フ の 傾きか ら倍加時間を求め た .
Ⅳ . 薬剤 感受性試廟
P C-9 お よ び その K W-2 149耐性株P C-9/K Wの各種抗癌薬 に対
する感受性 は , M o s m a n nら
29)の 報告 に若干 の 変更を加え た以
下 の 方法に より検討 した . 対数増殖期 にあ る細胞を回収 し培養
液 に浮遊 して4 × 101細胞/ml に調整 し, こ の 細胞浮遊液を96
穴平底 プ レ ー ト(Falc o n) に各穴100ノ∠lず つ 蒔き, 2時間静置培
養 した . そ の 後 , 詫 終濃度の 2倍 の 濃度 に希釈 した薬剤溶液を
各穴 に10 0〃1ず つ 加 え, 96時間培養 し た. 培養 後, P B S に溶
解 し5 m g/ml と した3-[4ふ ジ メ チ ル チ ア ゾ ー ル ー2-yl】-2ふ ジ フ ェ
ニ ル テ ト ラ ゾリ ウ ム ブ ロ ミ ド (3一【4,5-dim ethylthiaz ol-2-yl]-2,5-
diphe nyltetrazoliu m bro mide, M T r) 溶液を各穴に20FJlず つ 加
え て4時間培養 し, 96穴平底 プ レ ー ト を毎分2,000回転で1 0分
間遠心 し た後, 上清 を注意深く吸引 し, D M S Oを各穴200〃1
ず つ 加 えて4時間培養 し, 96穴平底 プ レ 】 ト を5 分間振塗 した .
各穴 の 吸光度 を , 自 動吸光度計 E A R 34 0 A T(SL T, Vien n a,
Au stria) を用い て測定波長560n m, 対照波長660n m で測定 し
た . 細 胞浮遊液と培養液 を加えた 6穴の 吸光度の 平均値 を コ ン
トロ ー ル と し, それ ぞれ の 薬剤を加えた 6穴の 吸光度 の 平均値
を コ ン ト ロ
ー ル に対 す る パ ー セ ン テ ー ジ で表 し , 生 存率 (%)
と し た. 1回の 実験 は 同時に3個の フ ラ ス コ か ら 回収 し た細胞
を別 々 の プ レ ー トに 蒔き, 3 プレ ー トの 生 存率の 平均値をも っ
て そ の 実験 に お け る生存率の 値と し た. 細胞生 存率曲線 を描き,
幾何学的に50 %増殖抑制膿度(IC5り) を 求め薬剤感受性の 指標と
した . 感受惟試験 は , 異 な るl~1 に最低3担~†行 い , そ れ ぞ れ の 試
験 ご と に 求め たIC5 ｡値 の 算術平均 を各薬剤の IC5.,と し, 各細胞
株間で比較検討 し た . 薬剤耐性度の 指標 と し て , 相対耐惟度
(relativ e r e sista n c e) を, 耐性株 のIC5.,を親株 のI C馴 で 除 した値
と して 求め た .
Ⅴ . 細胞 内薬剤代謝系図子 の測定
1 . 細胞内 D T D描性, G S H含量 お よ び GST活性の 渕
対数増殖期 にあ る5× 10(個 の 細胞 を水冷 した PB S で 2匝=先浄
し, 検体 と した .
細胞 内DT D活性 はErn Sterら3O)の 方法に 変更を加え たBe n s o n
ら31)の 方法 に よ っ て 測定 した . 25m M トリス 塩酸綬衝液 (pH
7.4) を 500FLl加 え て超音波破砕装置So nife r2 50(Br a n s o n,
Da nbu ry, U S A) を用 い て細胞を破壊 し, 4 ℃, 毎分14,000回転







衝液 bH7.4), 0.07 % ウ シ血清 ア ル ブ ミ ン , 0.01 %ツ イ
ー ン20,
0.2 mM N A D P H, 5 il M フ ラ ビン ア デ ニ ン ジヌ ク レオ チ ド を混
じ た反応液内に , 10 ない し1 00〃1の 上 清 を加え, 最後 に 吸光
度計内で 2,6- ジ ク ロ ロ フ ェ ノ ー ル イ ン ドフ ェ ノ ー ル を最終濃度
40〃M と な る よう に加えて , 600n m で の 吸光度 の 減衰速度を
求 め た . この 反応 を20〃 M の DI C存在下 と 非存在 下 で 行 い ,
そ の 差 を求め , 酵 素活性を算出 した .
細胞 内G S H含量 は Grifnth ら32)の 方法に 準 じて 測定 した . 検
体 に リ ン 酸E D T A溶液 (1 25m M K H2P O./K2H P O4, pH 7.5, 6.3
m M ED
r
I7D を3 00iLl加えて 超音波破砕 した ･ これ に5- ス ル フ
ォ サ リ チ ル 酸12 %溶液を加えて 撹拝 した後, 室温で 3時間放置
し, 4 ℃, 毎分14,0 00回転で 15分間冷却遠心 して 上 清を採取 し
た . 吸光度測定用の キ ュ ベ ッ トに0.3 m M N A D PH溶液700FLl,
6 m M 5,
,
- ジチ オー ビ ス ー2ニ ト ロ ベ ン ゼ ン 酸溶液100/∠l, 上 清
100〃1, 500m M リン 酸 カリ ウム 凌衝液bH 7･5)100〃l を加え,
さ ら に2時間室温で放置 した . こ の 反応液に グ ル タチ オ ン 還元
酵素0.5単位を加え, 412n m の 吸光度を測定 した . 上 清の 代わ
り に種 々 の 濃 度の GS H溶液を加える こ と に よ っ て 標準曲線を
求め , こ の 曲線を用 い て細胞内の G SIi含量を定量 した .
細胞 内 G S T活性 は, Habigら
33)の 方法 に より測定 した . 検体
に リ ン酸 カ リ ウ ム 緩衝液 bH 6.5)を加えて超音波破砕 し, 4℃,
毎 分14,000回転で 1 5分間冷却遠心 し て上 浦を採取 した . こ れ
に 1 m M G S H, 1 m M l- ク ロ ロ ー2,4
- ジ ニ トロ ベ ン ゼ ン を加え,
時 間当たり の 340n m で の 吸光度変化を測定 した . D T D活性 ,
GSli含量, G ST活性 は い ず れ も単位蛋白量当たり に換算 し た.
2 . DIC, プチ オ ニ ン ス ル フ ォ キ サ ミ ン (D,L･buth io nin e-S,R-
sulfoximin e, B S O), ユ タ クリ ン 酸 (ethac ryni･C a Cid, E A) に よ る
薬剤感受性 の 変化 の 検討
S hibata ら
25)の 方法 に 従 っ て , D T D に対 し特異性 の 高 い 阻害
作用を示す DI C
34)が , PC.9お よ びP Cp9/K Wの 薬剤感受性 に与
え る影響 を MT Tを用い て 検討 した . 薬剤接触時間は 1時間 と
し た . ま ず , 96穴 の Ⅴ 底 プ ラ ス チ ッ ク マ イ ク ロ プ レ ー ト
(Co sta r, Ca mbridge, U S A) に50FLlの D IC溶液また は培養液 を
分注 した . DI C は 0.5 規定の 水酸化ナ ト リ ウ ム 水溶液 に溶解 し
た後, 前実験 で細胞増殖抑制が 10 %未満 に留まる最大濃度 で
あ っ た500〃 M まで 培養液で希釈 した ･ 水酸化 ナ トリ ウ ム の 最
終膿度は0.01規定 と な る よう調整 し, コ ン トロ
ー ル の 穴に も同
じ膿魔の 水酸化 ナ トリ ウ ム を揺加 した . 各穴に 最終濃度 の 4倍
濃度 に調整 した薬剤溶液を50〃1加え, さ ら に単細胞浮遊液を
100〃1加え, ピ ペ ッ テ ィ ン グ に よ っ て十分 に混和 した ･ 1時間
培養した後, 遠心 して 上 清を吸引除去 し, 薬剤 を含まな い 培養
液 で1回洗浄 した . 遠心 して 上 清 を除去 した 後, 各穴 に200〃l
の 培養液を加えて ピ ペ ッ テ ィ ン グ を行い 浮遊液と した . こ の 浮
遊液を平底 の マ イ ク ロ プ レ ー トに移 し, 96時間培養 し た . そ れ
以降の 処理 は, 前述 の 方法 に従 っ た . ま た, DI C で処理 した際
の D T D活性 は , DIC処理直後 の 細胞 を検体 と して , 前述 の 方
法 に従 っ て 測定 した .
GS H合成酵素阻害薬である B S O10)22)を 用い た 実験も同様の 方
法 で行 っ た . B S Oの 最 終濃度 は , 前 実験 で 細胞増殖抑制 が
10 %未満 に留ま る最大濃度であ っ た 10〃 M とな る よう に 調整
し, K W｣2 14 9 と同時に培養した . 薬剤接触時間 は24時間と し,
そ の 後薬剤を含ま な い 培養液 で7 2時間培養 し, 前 述の M T T法
に て感受性を検討 した
GS T阻害薬で ある E AlO 卜 12)を用 い た実験も同様 の 方法で行 っ
た . EA の 最 終濃度 は , 前 実験 で 細胞増殖抑制が 10 %未満に留
まる最大濃度であ っ た100〃 M となる よう に調整 し, Ⅰ肝 2149
と同時 に24時間培養 , そ の 後薬剤を含ま な い 培養液で72時間
培養 し, 以 降の 処理は 前述の 方法 に従 っ た .
Ⅵ . 細胞内 ElV-2 1 4 9蓄積量の検討
対数増殖期 にあ る106個 の 細胞 を5 mlの 培養液 に浮遊させた
.
3
H- K W-2149(比放射活性12 Ci/m m ol)を非放射性 の K W-2149 で
希釈 し, 最終濃度10〃 M と な る よう に細胞浮遊液 に加えた. 2
時間ある い は4時間, 37 ℃の 恒 温漕内で振逸 しなが ら培養した
後, 毎分2,000回転 で5分間遠心 して 上 清を捨 て , 沈達に水冷
した P BS を加え て2回洗浄 して , 測定用の 細胞沈渡を得た. こ
れ に 1規定 の 水酸化ナ トリ ウ ム 溶液0.5 mlを加えて混和し, 室
温に24時間放置 し て細胞を破壊 し, 同量の 1規定の 塩酸を加え
て中和 した . そ の 後 A C S II シンチ レ 一 夕 ー (ア マ シ ャ ム ･ ジャ
パ ン
, 釆京) を10 ml加 え, 放射活性を液体 シ ン チ レ
ー シ ョ ン
カウ ン タ ー Ⅰ5C-7 00仏loka, Arlingto n Heights, U S A)を用いて
測定 した .
Ⅶ . D IC に よ る細胞内 E Ⅳ-2 1 4 9蓄積量 の変化 の検討
前述の ご と く
3
E-K W-2 149 を非放射性の K W-2 149 で希釈し,
最終 濃度10〃 M となる よう に 刑包浮遊液 に加え, さ ら にDIC
を最終濃度 500〃 M と な る よ う に加え た . 1時間培養 し, それ
以降の 処理 は, 前述 の 方 法に 従 っ た .
Ⅶ . P糖蛋白量 , M R P蛋白量の検討
細胞膜上 の P糖蛋白 と M R P蛋白 の 量を ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト
法で 検討 し た. まず , jum quistら
35)の 方法 に従 っ て , 細胞を可
溶化 し細胞膜に富 む分画 を抽出し た. す な わち, 5× 10
6個の細
胞を, 細胞 可 溶化緩衝液(10mM トリス 塩酸横衝液 bH 7.4),
10m M 塩 化カ リ ウム , 1.5 m M 塩 化 マ グネシ ウ ム , 2 mM フユ
ニ ー ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル フ ロ ラ イ ド (phe nylm ethyls ulfo nyl
かu o ride,P MSF), 200FL g/ml E D T A, 50FL g/ml アン チパ イ ン,
2FL g/ml ア プ ロ チ ニ ン , 200FLg/ml ベ ン ザ ミ ジ ン , 0･5iLg/ml
ロ イ ペ プ チ ン , 1 Fl g/ml ペ ブ ス タ テ ン , 25/L g/ml R NaseA･
50FL g/mi D Na seI) に て10分間処理 した 後, 超音波破砕した･
4℃, 毎分3,50 0回転で 15分間冷却遠心 し, 上 浦 を 4 ℃, 毎分
55,000回転 で20分間冷却遠心 した . 沈 査を繚衝液(10mM トリ
ス 塩酸緩衝液 , PH 7.4), 125mM ス ク ロ
ー ス
, 2 m M P M SF･
200FL g/ml E D
′
m , 50FLg/ml アン チ パ イ ン , 2 FL g/ml アブロ
チ ニ ン , 2 00〃g/ml ベ ン ザ ミ ジ ン , 0･5 /1g/ml ロ イ ペ プチン,
1 〃g/ml ペ プ ス タ ナ ン)に て 懸濁 し, 細胞膜 に富 む 分画 を得た
そ の 後, 蛋白量 と し て4 0/Lg相 当を7･5 %S D S-P A G E で電気泳
動 し, ポ リ ビ ニ リ デ ン ジ フ ル オり ド素材 の 転写膜(第
一 化学薬
品, 東京) に転写 した . 転写膜 を5 %脱脂粉乳含有0.1 %ツイ
げ
ン20揺加100m M トリス 緩 衝食塩水 で 24時間ブ ロ ッ キ ン グし
た後 , 1,0 00倍 に希釈 し た マ ウ ス 抗P糖蛋白 モ ノ ク ロ
ー ナ ル抗
体C 219(Dako, Ca rpinteria, U S A)ある い は100倍 に希釈した
マ ウ
ス 抗 ヒ トM RPモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 M R Pm6(Pr oge nBiotechnik
Gbmh, Heidelbe rg, Ge r m a ny) と2 4時間反応 さ せ た･ さらに
1,500倍 に希釈 し た西洋 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 標識 マ ウ スイ
ム ノ グ ロ ブ リ ン 抗体 (ア マ シ ャ ム ･ ジ ャ パ ン) を 二次抗体とし
て 60分間反応 させ , エ ン ハ ン ス トケ ミ ル ミネ ッ セ ン ス (アマ シ
ャ ム ･ ジ ャ パ ン)法 に よ っ て抗原抗体複合体 を検出 した･
Ⅸ . 蛋白質濃度 の定量
各検体 の 蛋 白質膿度 は , B C A蛋白定量 キ ッ ト (Pierce7
Ro ckfbrd, US A)を用い て 測定 した .
Ⅳ 2149耐性非小細胞肺癌株 の 耐性機構
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1n cubatio ntim e(days)
Fig. 2. Gr o w血 cu rve Of P C
-9 and P C-9/K W･ T he av e rage cell
c ou nts of thr eefla sks at e a ch day w e r eplotted. Points a nd


















実験結果 は盲 ± S D で表現 し, 比較検定 には 対応の な い t 一検
定 を用 い た . D T D活性 と KW-2149 に対す る感受性 の 関係 に つ
い て は Pe ars on の 相関係数を用い て 検討 した . p < 0.05を統計
学的に有意 と判断 し た.
成 績
Ⅰ . 細胞倍加時間(図2)
P C-9, P C･9/K W とも, 少なく と も培養開始6 日後まで ほ対数
増殖期 に あ っ た . 細 胞倍加時間 は , PC- 9 が 25.8時 間, P C-
9/K W が 27.3時間で あり, 増殖速度 に有意差 は なか っ た .
Ⅰ . 薬剤感受性(表 1)
Ⅳ 2149の P C-9 に対す るIC5｡は0.11± 0.05〃 M であ っ た の
に対 し, P C-9/K W に対す るI C5｡は1.0 ± 0.2 FLM であり, 相対
耐性度 は9.1倍で あ っ た (図3A). こ の 耐性度 は薬剤を含まない
培地 で少なくと も4 か月間培養 して も不変であ っ た . M M C に
村 し て はP C-9/Ⅰ(W の 相対耐性度 は8.7倍で あり, ほ ぼ 完全な交
差耐性を示 した (図3 B). 新規イ ン ドロ キ ノ ン 系化合物E O 9 に
Fig.3. Growth inhibitio n c u rv e Of PC9 a nd PC-9/K W by96 hr e xpo s u r eto K Ⅳ-2149(朗a nd M M C(B). Su rvivingfra etio n s w er e
deter min ed by M T Ta ss ay a sde s cribed in M ate rials a nd Methods. Points a nd ba rsindic ate 妄± S Dofatle a st thr eeindepe nde nt
tripric ate e xpe rim e nts. ●, P C-9;叫, P C-9/K W.
Tablel. Se nsitivitiesto v a rious antica n cer age nts of P C-9 a nd P C-9/K W
IC5(.Values(いM)
山
P C-9 PC-9/K W
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a)Drug CO n C entratio nthat inhibits cellgro wth by50 %byc o ntinuo u sdruge XPOSu refor96 hr･
b)Each v alu eis官 ±S Dofat leasthr eeindepe nde nte xperim ents.
C)Relativ e re sistan c e v alu e= IC50V alu e ofresitantC els/IC5 0V alu e ofpar en talc ells.
*



















Fig. 4. E ffe cts of dic u m a r ol (D IC) tr e atm e nt on the
se n sitivite sto K W二2149. P C-9(○, ●)andP C-9/K W(□, ⊥)
w e re e xpo sedto K W二2 149 fo rl hrwi th(●,I[)o rwi tho ut(○,
□)50 0FL M DI Ca ndgro wth inhibitio n w a s m e a su r ed by
M T Ta ss ay following 96-hrin c ubatio n. Points a nd ba r s
indicate 貢 ± S Dofatle a st thr e eindepe nde ntdupric ate
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D T Da c tiviity 小m oL/min/rTlgPrOtein)
Fig. 5. Relatio n ship betw e e nD T
･diaphor a se(D T D) activitie s
and I C5｡Valu e sto K W｣2149. P C-9(○, ●) and P C-9/KW (□,
■)w e re expo s edto K W-2149 fo rl hr with(●, ■)or wi tho ut
(○, □)500FL M dic u m ar 01. Points and bar Sindicatei
一
士 S D
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ln c ubation tim e(hr)
Fig. 6. Acc u m ulatio n of K W二2149 in P C-9a nd P C-9/K W. The
c ells of 5× 10
6
in n u mber w er e c ultu red wi th10FL M[
3
H]-K W
21,49 forthein c ubatedtim e. Efnu x w a s e valu ated by w ashing
the c ells wi thre s u spe nding and inc ubating the cellsin drug-
fre e m ediu m for upto 4 hr afte r ad dito n ofthe drug. T he
r adio a ctivity ofthe c ells w a s m e a s u r ed a nd 豆
~
± S Dofthree













































P C･9 P C-9/K W
Fig. 7. Effe cts of d ic u m a r ol (D I C) tre atm e nt o n the
a c cu m ulatio n of Ⅳ 2149 in P C-9a nd P C 9/K W. P C-9a ndPC-
9/K W w e re e xpo sedto lOFLM [
3
H]-K酢 2149 fo rl hr with
(変)or witho ut(ロ)5 00FL M D IC. Colu m n s and bar Sindic ate
豆 ± S Dof fo u rdete rmin ation s.
*
p<0.05 in c o mpa ris on wit
h
c o ntrol.
Table2. DT-diaphor ase activities,glut ath io n e c o ntents andglutathio n e
-S- tranSfe rase activi ies of PC-9and PC-9瓜 W







P C-9侭 W 478± 114* 47.4 ± 4.1
* 1 4 2 ± 13*
a)Ea chvalu eis
~
豆士S Doffiv edete m linations.
b)Each valu eis官±SDoffburdeterm ination s.
*
p< 0.05as co mpar edto the v alu eofP C
-9･
E W-2149耐性非小細胞肺癌株 の 耐性機構
対して は, 相対耐性度3･1倍 と 交差耐性を示 した ･ エ トポ シ ド,
ア ドリ ア マ イ シ ン , シ ス プ ラチ ン , S N-38 に対 し ても そ れ ぞ れ
交差耐性を認 め た ･
軋 細胞内薬剤代謝系因子 の検討
1. 細胞内D T D活性 , G S H含量お よ び G S T活性(表2)
2,6- ジク ロ ロ フ ェ ノ
ー ル イ ン ドフ ェ ノ ー ル を基質 と して測定
した細胞内 D T D活性 は , P C-9の 759± 48n m ol/ 分/m g 蛋白に
付し, P C-9/K Ⅳ で は478± 114n m ol/ 分/m g 蛋白 と有意 に低下
してい た . G S H含量 は, P C-9の 23.9± 4.8 n m ol/m g 蛋白に村
Table 3. E fftcs of dicu m arol(DIC), D , L-buthio nin e- S,R -
s ulfo ximin e(B SO)and ethacrynic acid(EA)tre atm ento nthe





























a)Drug C On Ce ntration thatinhibits ce11gro wth by 50 % by K W-
2149e xpos ure.
b)Eachvalu eis富 ±S Dofatle ast thre ein dependente xperim e nts.
C)Tre at m e ntwith 5 0 0FL M of D IC forl hr･
d)Tr eatm entwith lOFLM ofBS O fc･r2 4 hr .
e)Tre atm ent with 100FL M of E A for2 4 hr ･
*




しP C-9/K W で は47.4± 4.1 n m ol/m g 蛋白と 有意に増加 して い
た . G S T活性 は , P C-9の 239士 49n m ol/ 分/m g 蛋白 に対 し,
P C-9/K W で は142 ±13n m ol/ 分/m g 蛋白と 有意に低 下 して い
た .
2 . D IC, B S O, E A によ る薬剤感受性 の 変化
薬剤暴露時間 を1時間 と し た場合, P G 9 お よ びPC-9/K Wに
対する Ⅳ 2149のI C5｡は各々7.6士 4.6/∠ M, 4 3 ±5〃 M であり,
こ の 条件下 で は P C-9/E Wの 相対耐性度 は5.7倍 で あ っ た . 500
FLM の D IC存在下 で は, P C-9/打Ⅳ の Ⅳ 2149 に対す る感受性
は, I C5｡で 24士 10〃 M ま で低下 し, 有 意な 感受性の 克進 が認
め ら れ た が , P C-9 で は有意 な変化 は認 め ら れ なか っ た (図4,
表3). D I C処理 に よ り両細胞株 とも D T D活性 は低 下 した が ,
DT D活性 と 打Ⅳ-2 149 に対する感受性 に は 相関は認め られ なか
っ た (図5).
B S O処理で は , 両細胞株 とも K W-2 149 に対する感受性 に変
化 はなか っ た (表3). E A処 理で も, 両細胞株 とも K W-2 149 に
対す る感受性 に変化はなか っ た (表汎
Ⅳ. 細胞 内ⅣⅣ-2 1 4 9蓄積量(固6)
細胞内の K W-21 49量は , 4時間後 に は P C-9/KW で PC-9の
63 % に低下 してお り有意差を認め た . また , 薬剤の 排出速度に
は両細胞株間に明 らか な差を認め なか っ た .
Ⅴ . D I C に よる細胞内ⅣⅣ･2 1 4 9蓄積量の変化(園7)
500/∠ M の D IC存在下 で は , 1時間後の 細胞内の E 恥2 14 9量
は , P C-9/E W で は有意 に56 %増加 した が , P C-9で は有意 な変
化は認 め ら れ なか っ た .
Ⅵ , P糖蛋白量, M RP蛋白量
ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法 で , P 糖 蛋白 が 高発現 して い る
K 562/A で は約170 k Daの 位置 に抗P糖蚕白抗体と反応する バ ン
Fig･ 8･ We ste rnblot analysis of P-glyc opr otein c o ntent(朗 a nd M R Pc o nte nt(B)ofm e mbran erich cells o nic ate s. An am O u ntOf 40pgof
pr otein w a slo aded o nto e a ch lan e. (A)K 562/A Oa n el),P C-9qan e2)a nd P C-9/K Wqan e3)c e11s. (B)H L60/A D R(1an el), P C-9qan e
2)a nd PC-9/ m Oan e3)c ells.
330
ドを確認 できた が , P C-9 お よ びP C-9/K Ⅳ で は認 め られ な か っ
た (図8 A). また , M R P が高発現 し て い る H L 60/ADRで は約
19 0 k Daの 位置 に抗 M R P抗体 と反応す る バ ン ドを確認で きた
が , P C-9 お よ び P C 9/K Wで は 認め ら れ なか っ た (図8 B).
考 察
今回著者 は, 非小細胞肺癌の K W｣2149 に対する獲得耐性機構
を検討す る目的で 】 非小網胞肺癌株を K W-2 149 に持続接触させ
る こと に よ っ て そ の 耐性株 を樹 立 した . こ れま で , 癌細胞株か
ら樹立さ れ た E W-2149耐性株 は, 著者が 調 べ 得た 限り報告 され
て い な い . 他 剤 に 村す る感受性 の 検討 で は , M M C お よ び
M M C と共通 した 生体内活性化機構を有す る E O 9
36)に それ ぞ れ
交差耐性を示 した . 既存の 抗癌薬である エ トポ シ ド, ア ドリ ア
マ イ シ ン , シ ス プ ラ チ ン ば かり で なく , D N A トポ イソ メ ラ ー
ゼ Ⅰ 阻害薬 イ リ ノ テ カ ン の 悟 性代謝産物であ るS N-3 8
37)に対 し
て も交差耐性を示 した . すな わ ち著者 が樹立 し た Ⅳ 2149耐性
株P C-9/E W は多剤耐性 を呈した.
M M Cの 活性化 に は細胞内の D T D に よ る二電子還元経路 が重
要 と され て い る 1卜 5)22)25). K W-2149は M M Cの 誘導体 で は ある が ,
活 性化 の メ カ ニ ズ ム は M M C と異な る こ と が 報告 さ れ て い
る22)25)
. 本研 究で も , P C-9/K W で は D T D活性 は低下 し て い た
もの の , D IC処理 に よ っ て P C-9/K W の K W-2149 に対す る感受
性 は む し ろ克進 し, D T Dの K Ⅳ-2 149の 活性化 へ の 関 与は 否定
的である.
細胞内薬剤代謝系因子 である G ST, G S H は シス プ ラ チ ン や
各種ア ル キ ル 化剤 に 対す る耐性 に関与 して お り, M M C耐性 に
も こ れ ら 細 胞内薬剤代謝機構 の 関与 を示唆 す る 報告 が あ
る
11卜 13)16)
. KW｣2149に 関 して は , Ishida ら
13)は 細胞内 G S H含量
はⅠⅣ 2149 に対す る感受性 にほ と ん ど影響 を与え な い と して お
り, また , Lee ら
2 2)は ヒ ト大腸癌細胞株 H
′
ト2 9 におい て GSH と
シ ス テ イ ン の 投与が K W｣2149 に対す る感受性を増強する こ と を
示 した もの の , B S O に より G SH を枯渇さ せ て も K W-2149 に対
する感受性 に変化 は なか っ たと 報告 して い る . 今回の 研 究で は ,
P C-9/K WはP C-9に 比べ て G S H二含量は有意 に増加 し て い た が ,
GS T活性は有意 に低下 して い た . しか しB S O や E A処理で は両
細胞株 に感受性 の変化 がなく, G S T や G S Hの 耐性機構 へ の 関
与は 否定 さ れ た .
本研究で は , P C-9/K W は多剤耐性を示 し, K W-2149に対す
る耐性機序 と して 細胞内蓄積 の 減少が示 され た . 一 般 に多剤耐
性機序 と して , 薬物排出 ポ ン プ で ある P糖蛋白
38)や M R P
3別 な ど
が よく知ら れ て い る . しか しP C-9/K W で は, 薬物 の 排 出速度
に明ら か な 差が み られ な か っ た点 , ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法 で P
糖蛋白や M R P が検出さ れ な か っ た 点か ら, P糖蛋白 や M R Pの
関与は否定的である . K Wt2149 が細胞膜を ど の よう な 機構を介
して 通過す る か は 不明であ るが , P C-9/K Ⅳ で は K Ⅳ-2149の 細
胞内へ の 取り込 み が低下 して い るもの と考えら れ る .
前述 した よ うに , P C-9/K Ⅳで は D T D活性が低下 して い たが ,
DIC処理 に よ っ て PC･9/KW の K W｣2149耐性が部分的に解除 さ
れ た. 一 方 , D TD 活性 と Ⅳ 2 149感受性 に は 相関 が認め ら れ
な か っ た . そ こ で DI C処理 に よ る K W-2 149の 細胞内蓄積 の変
化を検討 した と こ ろ , P C-9/K W にお い て E W｣2 149細胞内蓄積
は D IC処理 に よ っ て有意 に1.6倍 に増加 した . つ まり , D ICは
D T D と無関係 に K Ⅳ-2 149の細胞内蓄積を促進 して い る可能性
が示唆された . P C-9/K Wの 耐性機序 は 脚 2149の 細 胞内 へ の
取り込 み が低 下 して い る点 にあり, そ の 取り込 み の 低-Fの 叫 部
は DIC に よっ て 解除さ れ る もの と 考え られ る .
Keye sら
4O)は , マ ウ ス 乳癌細胞株 に お い て , D ICが M M C誘
導体 ポ ル フ ィ ロ マ イ シ ン の 細胞外 へ の 排 出を促進 した が, 細胞
内 へ の 取 り込み に は影響を与えなか っ た と報 告 して い る . また
Ma rshall ら
41)は , ヒ ト皮膚線維芽細胞株 にお い て , 通常酸素下
で は DICが ポ ル フ ィ ロ マ イ シ ン の 細胞内 へ の 取り込みを減少さ
せ た が , 低 酸 素 下 で は 増加 さ せ た と 報告 し て い る . 彼 らは,
DIC が呼吸鎖 や細胞内 の カ ル シ ウ ム 濃 度に 影響を与える ことに
よ る 効果 で は な い か と 推測 して い る が , 詳 細 は 不明である .
DIC が薬物 の 細胞内蓄積 に影響 を与え ると い う報告 は, 以上の
2つ しか な く, D IC が耐性克服 に関与す る と い う報告は今まで
にな い . E W｣2 14 9の 細胞内 へ の 取り込 み機構と とも に, DICの
作用機序 に つ い て も今後 の さ ら な る検討 が必要である .
肺痛化学療法 に お い て は, 何 回か の 治療後, も しく は治療途
中か ら痛細胞 が増殖す る こ と は しば しば経験され , こ の 耐性獲
得機構 が肺痛化学療法 の 最大 の 障害で ある と い っ て も過言では
ない . K W-2 149 は現在 の と こ ろ 臨床試験中の 薬剤で はあるが,
肺癌 化学療法 に有望 な薬剤 で あり, 今 回樹立 し た 耐性株は,
K W二214 9の 耐性獲得機構 の 解析を通 して , 非小細胞肺癌の化学
療法の 進歩 に寄与す るもの と考え られ る.
結 論
K W-2149耐性非小細胞肺癌株 を樹立 し, そ の 耐性獲得機序に
関 して以下 の 結果を得 た .
1 . 本研究 で 樹立 した 耐性株P C-9/K W は親株 P C-9 に比べ ,
K W-2149 に対 して9.1倍 の 耐性を示 した .
2 . P C-9/K W は M M C, E O 9, シ ス プ ラ チ ン , エ トポ シド,
ア ドリ ア マ イ シ ン , S N-38 に交差耐性を示 した .
3 . P C-9/K W で は D T D活性が有意 に低 下 して い たが , K W
2149 に対する耐性 は D IC に より部分的 に解除 され た.
4 . P C-9/K W で は G S H含量が有意 に増加 し, G S T活性が有
意 に低下 して い た が , B S O, E A処理 に て感受性 に変化 は認め
ら れ な か っ た .
5 . P C-9/E W で は K W-21 49の 細胞内蓄積 の 有意な低下 がみ
られ た が , P糖蛋白, M R Pの 発現 は認 め ら れ な か っ た .
6 . P C-9/K W で はfC W-214 9の 細胞内蓄積 は , D IC により1･6
倍 と有意 に増加 し た .
7 . 本研究で 樹立 した KW-2149耐性株に お ける 耐性機序の山
一
つ は , 薬物 の 細 胞内蓄積量 の 低下 で あり, これ は DIC によ っ て
部分的に解除さ れ る こ と が 示さ れ た .
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A bstr act
7- N -[2-[[2-(γ - しglut amyla mino)- ethyl]dithio]ethyl]- mitom ycin C (K W- 2149)is a ne w deriva tiv e of mito mycin C
(M MC). To elu cidate the me chanism ofacquired r esista n c et oK W-21 4 9 in n o n- S m allc ell lung c a n c e r(N S C L C), W e
e stablished a K W -2 149- reSistantN S C L Csublineby contin uou s e xposureto K Wq2 1 49, uSlng P C-9 asa pa re ntc el1 1ine･ The
S ubline
,
PC-9/ K Ww as abo ut9･1 -fold m o r e resista nt t oK W-2 1 4 9thanitspa re nt c e11 1in e at the I C5O V alu e a sdete rmined by
M T Tass ay ･ It exhibited cr o sィe sistan ce to M M C, EO 9, et OPOSide, adria myc ln, CI SPlatin a nd S N-3 8･ Cytosolic D T
-
diaphora se a ctivities wereslgnifica ntly redu ced to 4 7 8 ± 1 1 4 in P C-9/K W fr o m7 59± 4 8n mol/ min/mg protein in thepare nt
P C-9, While addition of dicu m ar01 res ultedin slgnific ant decr e a s ein the I C5O V alu eof P C-9/ K Wto K W-2 1 4 9･ Altho ugh
glut athione conten t wa s slgnific an tly l nCr e a Sed and glut athio ne
-S -tr a nSfe r a s eactivitie s w e re slgnificantly de c r e a sed i
n PC-
9/ K W, tre at m e nt With D,しbuthionin e-S,R -S ulfo ximine o rethac rynl CaCid didnot affe ct the se nsltl V lty tO K W-2 1 49 in ether
P C-90r P C-9/K W･ Intrac ellular ac cum ulatio nof K W-2 149 w a s slgni nc an tly redu ced in the re sita nt s ublin eto 6 3% ofthatin
the parent c ells, butbothc el1 1in esla cked P-glycoprotein or multidrug resista n c e- a SS O Ciated protein ･ A ddition ofdicum ar ol
re s ulted in a slgnificant inc re ase in intra cellula rac c u m ulatio n of K W-2 1 49in PC-9/ K W･ T he se re s ults s ug gest thatthe
de crea s e of intrac ellular acc u m ulation of KW -21 49in the resista nt s ublin e may be a me cha nis m ofre sista n c et oK W
-2 149 in
PC-9/K W, and that additon of dicu m ar oIpartially ov e r c o mesthe resistance m echa nism independently of D T
-diaphoras e■
